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RIASSUNTO 
 
Toxoplasma gondii è l’agente eziologico di una delle zoonosi più importanti a livello mondiale 
e la sua distribuzione è cosmopolita. Il consumo di latte crudo proveniente da animali infetti è 
considerato un fattore di rischio per l'infezione nell'uomo. Negli ultimi anni è accresciuto 
l’interesse per il latte d'asina che è indicato sia per scopi terapeutici, che nutrizionali e l’ 
infezione da T. gondii negli asini è comune. Lo scopo del presente lavoro era quello di rilevare 
la presenza di DNA del parassita nel latte di asine sieropositive, di genotipizzarlo e valutarne la 
durata di escrezione. Anticorpi specifici per  T. gondii sono stati ritrovati mediante IFI in 11 
delle 44 asine sane in lattazione esaminate. Il DNA di T. gondii è stato rilevato mediante PCR 
nel sangue di 6 asine sieropositive e in 3 di queste anche nel latte. La caratterizzazione genetica 
ha rilevato la presenza dei genotipi clonali II e III, che sono frequentemente coinvolti in episodi 
di infezione umana. La presenza del DNA di T. gondii nel latte suggerisce che il consumo di 
latte crudo di asini sieropositivi potrebbe essere una potenziale fonte di infezione umana. 
Parole chiave: Toxoplasma gondii, asino, latte, PCR, genotipizzazione 
 
ABSTRACT 
Toxoplasma gondii is the causative agent of one of the most important zoonoses worldwide, and 
its distribution is cosmopolitan. The consumption of raw milk from infected animals is 
considered  a risk factor for human infection. In recent years the interest for the donkey milk 
increased. It is indicated for both therapeutic and nutritional purposes, and the T. gondi infection 
is common in donkeys. The purpose of this thesis was to detect the presence of the parasite 
DNA in the toxoplasma-seropositive donkeys milk, to genotype it, and to assess the duration of 
its excretion. Specific antibodies  for  T. gondi were found through IFI in 11 of the 44  healthy 
lactating donkeys examined. Parasite DNA was detected by PCR in the blood of 6 sero-positive 
donkeys, and in the milk from 3 of them, also. The genetic characterization revealed the 
presence of the clonal genotypes II and III, that are frequently involved in human infection. The 
presence of T. gondi DNA in the milk suggests that the consumption of sero-positive donkeys 
raw milk  could be a potential source of human infection. 
Keywords: Toxoplasma gondii, donkey, milk, PCR, genotyping 
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TOXOPLASMOSI 
 
La toxoplasmosi è una delle zoonosi parassitarie più comuni in tutto il mondo e il suo agente 
eziologico, Toxoplasma gondii, ha una distribuzione cosmopolita. Più di un terzo della 
popolazione mondiale umana risulta esposta al parassita.  
Toxoplasma gondii (dal greco: tòxon = arco e plasma = forma) è un protozoo classificato nel 
Phylum Apicomplexa, classe Sporozoa, sottoclasse Coccidia, ordine Eucoccicidae, sottordine 
Eimeriinae, famiglia Sarcocystidae. 
La prima segnalazione del protozoo risale al 1908, quando Nicolle e Manceaux, hanno dato una 
descrizione completa dei merozoiti di T.gondii nella milza, nel fegato e nel sangue di un piccolo 
roditore africano (Ctenodactylus gundi). T. gondii è un parassita intracellulare ed obbligato. 
Circa il 90% dei Toxoplasma gondii isolati in Europa e nel Nord America possono essere 
distinti in 3 genotipi (ceppi di tipo I, tipo II e tipo III) che differiscono notevolmente in 
patogenicità (Sibley et al., 2002). Inoltre una quarta linea clonale è stata rilevata in Nord 
America (Khan et al., 2011) e l’utilizzo di nuovi marcatori per la caratterizzazione antigenica ha 
dimostrato la presenza di genotipi atipici. Il genotipo II è responsabile di oltre il 70% delle 
infezioni umane in Europa ed USA. Toxoplasma gondii è un parassita facoltativamente 
eteroxeno, a ciclo biologico indiretto. Gli ospiti in cui il protozoo si riproduce sessualmente 
(ciclo intestinale), ovvero gli ospiti definitivi, sono il gatto domestico e i felidi in generale. Essi 
sono definiti anche ospiti completi poiché, oltre agli stadi sessuali, albergano anche gli stadi 
asessuali (ciclo extraintestinale) del protozoo. Ospiti intermedi di T. gondii sono, invece, tutti gli 
altri vertebrati omeotermi, circa 200 specie di mammiferi (uomo compreso) e 62 specie di 
uccelli di tutte le aree zoo-geografiche del mondo, in cui il protozoo si riproduce solo 
asessualmente (ciclo extraintestinale). Il ciclo di T. gondii, pertanto, consta di due fasi: una 
riproduzione asessuata che avviene in diversi tessuti degli ospiti, sia intermedi che definitivi, e 
una riproduzione sessuata che avviene solo ed esclusivamente nell’intestino degli ospiti 
definitivi. 
L’ospite intermedio si infetta ingerendo tachizoiti liberi, bradizoiti contenuti in cisti terminali 
oppure sporozoiti contenuti in oocisti infettanti. A prescindere dal contagio, gli elementi 
infettanti oltrepassano la barriera intestinale dando origine al ciclo di sviluppo asessuato. La 
fase iniziale, acuta, dell’infezione è caratterizzata dalla diffusione per via emolinfatica dei 
tachizoiti che si replicano attivamente. Nella cellula ospite, il tachizoita, circondato da un 
vacuolo parassitoforo, avente funzione protettiva nei confronti dei meccanismi difensivi 
cellulari, si moltiplica attivamente portando a rottura la cellula. La riproduzione del singolo 
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tachizoita avviene all’interno della cellula, mediante un particolare processo di divisione 
binaria, detto endoduogenia. Per successive divisioni si ritrovano, all’interno della cellula 
ospite, alcune decine di tachizoiti; l’insieme, contenuto nella parete della cellula, costituisce la 
pseudocisti. Con la rottura della parete, i tachizoiti neoformati, invadono altre cellule o vengono 
inglobati dai macrofagi, e si diffondono in tutto l’organismo, colonizzando prevalentemente il 
sistema linfatico. Dopo alcuni giorni, mentre il tasso degli anticorpi aumenta rapidamente, i 
tachizoiti tendono a scomparire e si ritrovano, in numero ridotto, prevalentemente nelle cellule 
del tessuto muscolare e nervoso. Qui, sempre per endoduogenia, si riproducono più lentamente, 
formando all’interno della cellula madre, elementi simili ai tachizoiti, ma di dimensioni più 
piccole, detti bradizoiti. Tali forme crescono e restano all’interno della cellula ospite. 
L’infezione passa così dalla fase acuta alla fase cronica e si instaura una condizione di 
resistenza che protegge il soggetto da ulteriori infezioni endogene ed esogene a condizione che i 
meccanismi di difesa restino efficienti. Nei felini (ospiti completi), Toxoplasma gondii, oltre a 
compiere il ciclo riproduttivo extraintestinale, si moltiplica anche sessualmente a livello 
intestinale. I protozoi, infatti, ingeriti sotto forma di  bradizoiti, tachizoiti o sporozoiti, invadono 
le cellule epiteliali intestinali (principalmente a livello dell’ileo) degli ospiti completi, dove, 
dopo una fase di riproduzione asessuata, si sviluppano gli schizonti (contenenti da 4 a 32 
merozoiti) che parassitano altre cellule epiteliali e, alcuni di essi, si trasformano in 
macrogametociti o in microgametociti. Ciascun macrogametocita dà origine ad un macrogamete 
femminile e ciascun microgametocita porta alla formazione di 12-32 microgameti maschili 
flagellati. La fecondazione porta alla formazione di uno zigote (riproduzione sessuata) che poi si 
differenzia in oocisti ellissoidale, a doppia parete, che si ritrova nel lume intestinale per poi 
essere eliminata con le feci dell’ospite definitivo. Appena emessa, l’oocisti non è infettante. La 
maturazione dell’oocisti si compie attraverso un processo di sporulazione esogena, in seguito al 
quale, all’interno di essa, si differenziano due sporocisti contenenti ciascuna quattro sporozoiti. 
L’oocisti sporulata rimane vitale per oltre un anno in un range di temperatura abbastanza ampio 
(4-35°C); rimane attiva anche dopo trattamenti con acidi, alcali e disinfettanti comuni. 
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TOXOPLASMOSI NELL’UOMO 
 
La Toxoplasmosi è una delle zoonosi parassitarie più comuni a livello mondiale. T. gondii è 
stato riconosciuto essere causa di malattia nell’uomo alla fine del 1930; nel 1939 Sabin ha 
dimostrato che Toxoplasma isolati dall’uomo e quelli precedentemente ottenuti da animali, 
appartenevano alla stessa specie. Da allora è stato stimato che fino a un terzo della popolazione 
mondiale è stato esposto al parassita; tuttavia le sieroprevalenze stimate per le popolazioni 
umane variano notevolmente tra diversi paesi, tra le diverse aree geografiche all’interno di un 
paese e tra i diversi gruppi etnici che vivono nella stessa zona. 
Toxoplasmosi acquisita in soggetti immunocompetenti 
La maggior parte dei casi di infezione da T. gondii in soggetti immunocompetenti decorre in 
forma asintomatica; talvolta possono essere osservati lievi sintomi, tra cui la manifestazione 
clinica maggiormente rilevata è la linfadenopatia prevalentemente latero-cervicale. 
Manifestazioni gravi come encefalite, miocardite o epatite possono verificarsi, ma sono molto 
rari nei soggetti immunocompetenti. Nel 1950 l’infezione da T. gondii è stata riconosciuta come 
una causa importante di retinocoroidite (Wilder, 1952); tuttavia la toxoplasmosi oculare è stata a 
lungo considerata come il risultato di un’infezione prenatale con il parassita, che si manifesta 
più tardi nella vita. Poichè lesioni retinocoroidali in bambini con toxoplasmosi congenita sono 
ben noti da tempo, si è cercato di capire se lesioni simili in bambini di età superiore o in adulti, 
potesse derivare da un’infezione primaria o da recidive di infezione prenatale. Tuttavia ora ci 
sono diversi casi registrati in cui lo sviluppo di retinite e retinocoroidite è stato associato a 
toxoplasmosi acquisita nell’uomo. Uno studio condotto in Francia su 49 pazienti con 
toxoplasmosi acquisita, ha evidenziato in 44 di questi lo sviluppo di sintomi oculari (Couvreur 
et al., 1996); siccome dal 1978 in Francia è obbligatorio un programma di screening per la 
toxoplasmosi congenita, un’infezione prenatale da T. gondii si è potuta escludere in molti di 
questi casi in base allo stato immunitario documentato della madre. E’ quindi ormai chiaro che 
la toxoplasmosi oculare può essere sia il risultato di un’infezione prenatale che di un’infezione 
acquisita dopo la nascita. 
Toxoplasmosi congenita 
Nei soggetti immunocompetenti l’infezione determina immunità per tutta la vita. Pertanto se 
un’infezione primaria da T. gondii avviene da 4-6 mesi prima del concepimento o 
precedentemente, l’immunità protettiva di solito previene la trasmissione verticale al feto da 
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esposizioni successive. L’eccezione si è vista in donne immunocompromesse per malattie come 
lupus eritematoso sistemico (SLE) o sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS) che 
precedentemente infettate, durante la gravidanza, hanno trasmesso congenitamente T. gondii. Se 
contratta durante la gravidanza, anche donne immunocompetenti possono trasmettere T. gondii 
al feto. Il meccanismo di trasmissione verticale non è ancora ben chiaro, ma è probabile che la 
parassitemia temporanea che si ha durante un’infezione primaria, possa provocare l’invasione 
della placenta da parte dei tachizoiti, alcuni dei quali possono attraversare la placenta ed entrare 
nella circolazione fetale. La Toxoplasmosi congenita può causare l’aborto, morte neonatale o 
anomalie fetali; nei bambini che sopravvivono all’ infezione prenatale si può avere una 
significativa riduzione della qualità della vita. Nel corso degli ultimi anni, l’incidenza 
dell’infezione prenatale è stata stimata variare da 1 a 100 per 10000 nascite in diversi paesi; il 
rischio di infezione intrauterina del feto, il rischio di manifestazione di toxoplasmosi congenita 
e la gravità della malattia dipendono dal periodo di infezione materna durante la gravidanza, 
dalla competenza immunologica della madre durante la parassitemia e dal numero e dalla 
virulenza dei parassiti trasmessi al feto. Tuttavia si può dire che generalmente la frequenza di 
trasmissione del parassita ai tessuti fetali è direttamente proporzionale al tempo di gestazione e 
al contrario, la gravità del danno embriofetale è inversamente proporzionale all’epoca 
gestazionale del contagio. Quindi un’ infezione nel primo trimestre di gestazione causerà 
aborto, un’infezione nel secondo trimestre provocherà lesioni al sistema nervoso, lesioni 
polmonari, epatiche, renali e ossee, aborto e un’ infezione nel terzo trimestre porterà alla nascita 
di bambini congenitamente infetti ma con possibile insorgenza di sintomatologia tardiva, ad 
esempio corioretinite, epilessia, ritardo intellettivo, strabismo, sordità, durante l’infanzia o 
l’adolescenza. 
Toxoplasmosi in soggetti immunocompromessi  
In persone immunodepresse con un’infezione acquisita latente da T. gondii, può avvenire una 
riattivazione delle cisti. Encefalite toxoplasmica e toxoplasmosi diffuse sono state osservate in 
pazienti con immunodeficienza dovuta a cause diverse, come malattia di Hodgkin o per terapia 
immunosoppressiva a causa di altre neoplasie. La Toxoplasmosi disseminata può anche 
complicare i trapianti d’organo o di midollo osseo: ci possono essere problemi quando viene 
trapiantato un organo da un donatore infetto a un ricevente suscettibile oppure alla riattivazione 
di un’infezione latente di un ricevente dovuta a un trattamento immunosoppressivo. T. gondii è 
anche un importante patogeno opportunista in pazienti affetti da AIDS nei quali spesso causa 
polmoniti ed encefaliti diffuse; tuttavia con una terapia antiretrovirale altamente attiva 
(HAART), l’incidenza di encefaliti da toxoplasmosi in pazienti affetti da AIDS è ora in 
diminuzione in molti paesi e la riattivazione di un’infezione latente può essere prevenuta con la 
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profilassi con pirimetamina-sulfadiazina. Oltre alla riattivazione di un’infezione latente, i 
pazienti immunocompromessi sono a rischio di una malattia grave in seguito a infezione 
primaria, che si presenta spesso con una malattia polmonare o encefalite diffusa (Luft, 1989). 
 
Epidemiologia: vie di infezione per l’uomo 
Le conoscenze sulle vie di trasmissione più probabili per l’uomo e sulle possibili vie di 
infezione in una data popolazione è un pre-requisito per lo sviluppo di strategie efficaci per la 
prevenzione delle infezioni in gruppi a rischio, come le donne in gravidanza non immuni e 
pazienti immunocompromessi. 
Gli elementi infettanti di Toxoplasma gondii, sia per gli ospiti intermedi che per gli ospiti 
definitivi, sono i tachizoiti, i bradizoiti (contenuti nelle cisti tissutali) e gli sporozoiti (contenuti 
nelle oocisti sporulate). 
Quindi, il protozoo presenta diverse vie di trasmissione, ovvero: 
• Trasmissione orizzontale per ingestione di oocisti sporulate dall’ambiente. 
• Trasmissione orizzontale per ingestione di cisti in carne cruda o poco cotta o in visceri di   
animali infetti. 
• Trasmissione orizzontale per trapianto d’organi contenenti cisti o tachizoiti. 
• Trasmissione orizzontale di tachizoiti contenuti in sangue e latte. 
• Trasmissione verticale di tachizoiti per via placentare  o colostrale. 
Tachizoiti: i tachizoiti sono molto sensibili alle condizioni ambientali e solitamente sono uccisi 
rapidamente fuori dall’ospite, quindi giocano un ruolo molto più importante nella trasmissione 
verticale dell’infezione piuttosto che quella orizzontale. Tuttavia negli ultimi anni si è scoperto 
che il trapianto di cuore, reni, fegato e midollo osseo può essere complicato da infezioni di T. 
gondii e in questi casi possono essere coinvolti sia tachizoiti che cisti tissutali (Dubay et al., 
1988). Tachizoiti possono essere trasmessi tramite prodotti sanguigni, in particolare quelli 
contenenti la frazione di globuli bianchi; tuttavia la parassitemia si verifica solo per un breve 
periodo di tempo dopo l’infezione primaria quindi il rischio di contrarre l’infezione tramite una 
trasfusione di sangue è considerato basso (Dubay et al., 1988). Tachizoiti di T. gondii sono stati 
ritrovati nel latte di diversi ospiti intermedi, ma finora la toxoplasmosi acuta in esseri umani è 
stata associata solo al consumo di latte di capra crudo (Riemann et al., 1975; Sacks et al., 1982; 
Skinner et al., 1990). I tachizoiti vengono uccisi dalla pastorizzazione e dal riscaldamento, 
pertanto è consigliabile che il latte sia pastorizzato o bollito prima del consumo umano. Questo 
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è particolarmente importante per il suo uso nei bambini che hanno una minor concentrazione di 
enzimi proteolitici nel tubo digerente e che sono più suscettibili alla toxoplasmosi rispetto agli 
adulti. Quindi per quanto detto, qualsiasi tipo di latte è potenzialmente fonte di infezione se 
consumato crudo. Oltre al sangue e al latte, i tachizoiti sono stati rilevati in saliva, espettorato, 
urina, lacrime e sperma (Dubay et al., 1988; Remington et al., 1990; Evans, 1992) ma al 
momento non c’è evidenza di trasmissione orizzontale di T. gondii per l’uomo attraverso questi. 
Cisti tissutali: le cisti tissutali contenute nella carne di animali da reddito sono un’importante 
fonte di infezione per l’uomo; queste si possono sviluppare già 6-7 giorni dopo l’infezione 
dell’ospite intermedio e probabilmente persistono per tutta la vita dell’ospite (Dubey et al., 
1998). Tuttavia la quantità di cisti che si possono sviluppare all’interno di un ospite e la 
localizzazione di queste, varia molto con la specie: in suini, pecore e capre infetti si ritrovano 
frequentemente cisti tissutali, meno frequentemente in polli, conigli e cavalli infetti. Nella carne 
di manzo o bufalo si ritrovano raramente cisti nonostante la sieroprevalenza secondo vari studi 
risulta particolarmente elevata. I bradizoiti sono più resistenti alla digestione enzimatica 
(pepsina e tripsina) rispetto ai tachizoiti, pertanto, l’ingestione di cisti tissutali vitali da parte di 
un ospite non immune provocherà un’infezione da T. gondii. È opportuno che la carne venga 
consumata dopo adeguata cottura, con raggiungimento della temperatura, a core, di 67°C, 
oppure dopo congelamento a – 12° C (Dubey, 2000). La cottura a microonde non garantisce 
l’inattivazione delle cisti che invece è assicurata dalle corrette procedure di affumicatura, 
essiccamento e salagione utilizzate per la produzione di salumi. E’ inoltre opportuno lavarsi 
accuratamente le mani dopo aver maneggiato carni crude ed eseguire lo stesso trattamento per 
gli utensili impiegati. 
Oocisti: Si riscontrano nelle feci degli ospiti definitivi rappresentati dal gatto domestico e dai 
felidi in generale. Le infezioni da T. gondii nei gatti sono di solito asintomatiche, tuttavia le 
infezioni latenti da questo parassita sono comuni nei gatti domestici e nei felini selvatici in tutto 
il mondo. Nei gatti domestici anticorpi verso T. gondii possono essere rilevati fino al 74% della 
popolazione di gatti adulti, variando a seconda del tipo di alimentazione e dallo stile di vita, se 
al chiuso o all’aperto. Generalmente le sieroprevalenze sono più elevate nei gatti randagi o 
selvatici rispetto ai gatti che vivono in ambiente urbano e suburbano. Gli ospiti definitivi 
possono infettarsi sia mediante ingestione di oocisti sporulate nell’ambiente sia mediante 
ingestione di cisti tissutali in ospiti intermedi, ad esempio nutrendosi di scarti alimentari 
contenenti carni o visceri o di carcasse di piccoli mammiferi o uccelli. I gatti possono anche 
infettarsi con l’ingestione di tachizoiti, ma solo se presenti in elevate quantità. Dopo l’ingestione 
del parassita, questo andrà incontro a una riproduzione asessuata e ad una riproduzione sessuata 
e dopo un periodo di prepatenza più (se il gatto si era infettato con oocisti) o meno (se aveva 
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ingerito cisti tissutali) lungo comincerà l’eliminazione di oocisti non sporulate e quindi non 
infettanti nell’ambiente. Per molto tempo si è pensato che l’eliminazione di oocisti dopo una 
reinfezione o una rieliminazione in assenza di reinfezione fosse rara; tuttavia studi recenti hanno 
dimostrato che questa immunità non dura per tutta la vita del gatto ma che si può avere un 
secondo spargimento di oocisti se si ha un’infezione dopo circa 6 anni dall’infezione primaria 
(Dubey et al., 1995). Inoltre in alcuni casi è stato osservato una breve rieliminazione di oocisti 
senza reinfezione; attualmente non è noto quali siano i fattori che possono indurre questo in 
condizioni naturali ma sperimentalmente si è ottenuto con una superinfezione con altri coccidi, 
per esempio Isospora, oppure con una immunosoppressione per esempio a causa si 
somministrazione di alte dosi di corticosteroidi (Rommel et al., 1987). Tuttavia, le oocisti 
liberate dai gatti non sono sporulate, quindi non sono infettive. Pertanto il contatto diretto con i 
gatti, di solito, non si traduce in un’infezione da T. gondii e se le misure di prevenzione sono 
efficaci e le feci di gatto vengono rimosse giornalmente, il tenere un gatto in casa non è 
necessariamente un fattore di rischio. Una volta sporulate, le oocisti di T. gondii sono molto 
resistenti nell’ambiente: sopravvivono per brevi periodi al freddo e alla disidratazione ma in 
terreni umidi o sabbiosi possono rimanere infettive fino a 18 mesi. Le oocisti sporulate sono 
altamente impermeabili e, quindi, sono anche molto resistenti ai disinfettanti. Quindi il rischio 
di contrarre l’infezione attraverso l’ingestione di oocisti può essere ridotto utilizzando degli 
accorgimenti: le verdure devono essere adeguatamente lavate in quanto potrebbero essere 
contaminate; durante le pratiche di giardinaggio la terra dovrebbe essere maneggiata con guanti, 
in quanto potenziale fonte di infezione; la lettiera del gatto dovrebbe essere svuotata 
quotidianamente, lavata e disinfettata in modo tale da evitare la sporulazione delle oocisti 
eventualmente presenti; è buona norma evitare la somministrazione di carne cruda o poco cotta 
ai gatti e agli altri animali domestici 
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IL LATTE: POSSIBILE FONTE DI INFEZIONE PER L’UOMO 
 
Tachizoiti di T. gondii sono stati ritrovati nel latte di diversi ospiti intermedi, ma finora la 
toxoplasmosi acuta in esseri umani è stata associata solo al consumo di latte di capra crudo 
(Riemann et al., 1975; Sacks et al., 1982; Skinner et al., 1990). I tachizoiti sono sensibili agli 
enzimi proteolitici e di solito vengono distrutti mediante digestione gastrica; tuttavia un recente 
studio ha dimostrato che possono sopravvivere fino a 2 ore in soluzione acida di pepsina e che 
la somministrazione orale di alte dosi di tachizoiti possono causare un’infezione in topi e gatti 
(Dubay et al., 1998). E’ stato anche suggerito che i tachizoiti possono penetrare nell’ospite 
attraverso la mucosa orofaringea prima di raggiungere lo stomaco (Sacks et al., 1982). Questo 
forse può spiegare un recente caso di toxoplasmosi in un lattante la cui madre ha contratto 
un’infezione primaria da T. gondii (Bonametti et al., 1997). Considerando questa possibile fonte 
di infezione altamente rilevante sulla salute pubblica sono stati effettuati degli studi per rilevare 
la presenza di DNA di T. gondii tramite PCR in campioni di latte di pecore (Fusco et al., 2007; 
Camossi et al., 2011) e di capre (Mancianti et al., 2013; Bezerra et al., 2013). Questi studi 
concordano nell’affermare che è possibile ritrovare DNA di T. gondii nel latte di queste specie. 
In particolare per quanto riguarda l’Italia, Fusco et al. hanno rilevato DNA di T. gondii tramite 
PCR nel 3,4% del totale dei campioni di latte analizzati; Mancianti et al. nel 13% delle capre 
sieropositive. Inoltre nello studio condotto in Brasile da Camossi et al., sono risultati positivi 
alla PCR campioni di latte di pecore che presentavano un profilo sierologico di infezione 
cronica; questo suggerisce che nel periodo peripartum la fisiologica diminuzione delle difese 
immunitarie possa portare alla riattivazione di cisti tissutali e alla conversione quindi di 
bradizoiti in tachizoiti che possono quindi essere escreti nel latte. Dehkordi et al. (2013), in Iran, 
hanno ricercato la presenza di T.gondii in campioni di latte di capre, pecore, bufale, bovine e 
cammelle, utilizzando come test diagnostici la coltivazione cellulare, la prova biologica su gatti, 
l’ELISA e la PCR. In questo studio T.gondii è stato ritrovato nel latte di tutte queste specie 
animali con prevalenza più alta nelle capre (10%) e più bassa nelle cammelle (3,12%). Un dato 
estremamente rilevante di questo studio è che gli autori non solo hanno dimostrato la presenza 
del DNA del parassita nei campioni di latte, ma la sua vitalità. Tuttavia i tachizoiti sono 
sensibili alla temperatura e quindi, è interessante notare che in una famiglia di allevatori di 
capre, T. gondii è stato trasmesso ai due bambini che spesso consumavano latte di capra crudo, 
mentre i genitori che bevevano solo piccole quantità aggiunte nel caffè o thè sono rimasti 
sieronegativi (Skinner et al., 1990). I tachizoiti vengono uccisi dalla pastorizzazione e dal 
riscaldamento, pertanto è consigliabile che il latte sia pastorizzato o bollito prima del consumo 
umano. Questo è particolarmente importante per il suo uso nei bambini che hanno una minor 
concentrazione di enzimi proteolitici nel tubo digerente e che sono più suscettibili alla 
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toxoplasmosi rispetto agli adulti. Quindi, per quanto detto, qualsiasi tipo di latte è 
potenzialmente fonte di infezione se consumato crudo.  
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IL LATTE DI ASINA  
 
Il latte di asina è un prodotto antico, da sempre utilizzato. Pur non essendoci documenti che 
indichino il momento in cui l’uomo abbia cominciato a mungere le asine, si presume che questa 
attività sia iniziata con la nascita dell’allevamento degli asini. Le più antiche testimonianze 
storiche che documentano la presenza di allevamenti di asini sono delle raffigurazioni su 
bassorilievo, risalenti al 2500 a.C. ritrovate in Egitto. Sempre in Egitto, si narra che la regina 
Cleopatra solesse immergersi quotidianamente in latte d’asina per conservare lo splendore della 
propria pelle; così pare facesse anche Poppea, seconda moglie dell’imperatore romano Nerone, 
come riferiva Plinio il Vecchio, descrivendo le virtù di questo latte per la pelle. Oltre a quelle 
cosmetiche, anche le virtù terapeutiche sono note sin dall’antichità, quando i medici lo 
raccomandavano per curare varie affezioni. Il padre della medicina Ippocrate (460-377 a.C.) 
prescriveva il latte d’asina per numerosi mali, come problemi al fegato, edemi, sanguinamenti al 
naso, avvelenamenti, malattie infettive, cicatrizzazione di piaghe e febbri. Anche Plinio il 
Vecchio (23-79 d.C.) nella sua enciclopedica Naturalis Historia, nel libro 28 che tratta dei 
rimedi ricavati dagli animali, lo proponeva per combattere avvelenamenti, febbre, fatica, denti 
malfermi, ulcerazioni, asma e problemi ginecologici.  Una prima vera considerazione scientifica 
del latte di asina si ha in Francia nel 19° secolo quando il Dottor Parrot dell’ “Hopital des 
Enfants Assistés” diffonde la pratica di avvicinare i neonati orfani di madri direttamente al 
capezzolo dell’asina. I bambini venivano allattati 5 volte di giorno e 2 di notte, e un’asina 
poteva allattare tranquillamente 3 bambini per 5 mesi. Infatti il latte d’asina si presenta, sotto 
molti aspetti, simile per profilo nutrizionale al latte materno e riscuote un certo interesse 
nell’alimentazione pediatrica, in quanto è considerato come il latte più vicino a quello della 
donna ed è molto nutriente e contiene più lattosio e meno materie grasse del latte di mucca. 
Caratteristiche del latte di asina, di donna e di bovina (Salimei et all., 2004): 
 asina donna vacca 
Proteine, g/100g 1,5-1,8 0,9-1,7 3,1-3,8 
Lipidi, g/100g 0,3-1,8 3,5-4,0 3,5-3,9 
Lattosio, g/100g 5,8-7,4 6,3-7,0 4,4-4,9 
Valore energetico, Kj/Kg 1939,4 2855,6 2883,0 
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Tra le caratteristiche più importanti si rileva: 
• il tasso di lattosio che è prossimo a quello del latte umano; ne consegue una buona palatabilità e 
un corretto sviluppo della flora lattica intestinale. Inoltre al lattosio viene attribuito un ruolo 
fondamentale nel metabolismo del calcio, in quanto andrebbe ad aumentare l’assorbimento del 
minerale a livello della mucosa intestinale (Iacono et al., 1992). 
• residuo secco simile a quello del latte umano con un carico renale dei neonati quindi nella 
norma (Iacono et al., 1992) 
• frazione lipidica ricca di omega3 e omega6; questi acidi grassi essenziali si ritrovano nel latte di 
asina con percentuali più alte rispetto ai ruminanti, presumibilmente per assenza di 
idrogenazione, un fenomeno biochimico proprio dell’attività ruminale (Chiofalo et al., 2003). 
Questi acidi grassi entrano nella composizione delle membrane cellulari, dove svolgono un 
ruolo dinamico-funzionale sulla fluidità e sulla permeabilità, partecipano alla modulazione dei 
segnali cellulari e influenzano l’ossidazione e il trasporto del colesterolo, riducendone le 
concentrazioni. Inoltre agevolano l’attività enzimatica e la produzione di sostanze 
biologicamente attive, eicosanoidi e citochine che, a loro volta, regolano le interazioni tra le 
cellule e molte importanti funzioni. Sono coinvolti nella sintesi di prostaglandine le quali 
giocano un ruolo in numerose funzioni dell’organismo: la sintesi degli ormoni, l’immunità, la 
vasocostrizione, la regolazione del dolore e dell’infiammazione. Quindi questi acidi grassi 
evitano l’accumulo di trigliceridi e colesterolo sulle pareti arteriose riducendo l’indurimento dei 
vasi e proteggono il sistema cardiovascolare allontanando il rischio di malattie coronariche, 
ipertensione, aterosclerosi e trombosi. Attenuano le reazioni infiammatorie, aumentano le difese 
immunitarie e sono anticancerogeni. 
• Ridotta quantità di caseine (causa di allergie) e concentrazione azotata media prossima al tenore 
proteico del latte di donna 
• Elevato contenuto di lisozima, la cui attività battericida conferisce al latte asinino la peculiarità 
di conservare a lungo inalterate le proprie caratteristiche organolettiche e microbiologiche. 
• Tenore lipidico molto basso 
Il latte di asina può quindi trovare un utile impiego nella alimentazione pediatrica, nella 
alimentazione geriatrica, nella dermocosmesi e infine nella dieta giornaliera. 
ALIMENTAZIONE PEDIATRICA 
Il latte di asina è una valida alternativa alimentare naturale per i neonati che non possono 
disporre di latte materno (orfani o carenza/assenza di latte) o presentano allergie alle caseine del 
latte bovino. Bisogna però ricordare il valore energetico del latte di asina che risulta piuttosto 
inferiore ai valori medi richiesti; tuttavia con delle facili integrazioni si può correggere questo 
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parametro. I vantaggi di alimentare un neonato con latte di asina si identificano in alcuni punti 
quali: la quantità di lattosio prossima a quella del latte umano; la quantità del residuo secco è 
simile a quella del latte umano e quindi il carico renale di bambini alimentati con latte di asina è 
stato stimato essere simile a quello riscontrato in neonati alimentati con latte materno (Iacono et 
al., 1992); il latte di asina presenta proprietà probiotiche utili per valorizzare la flora batterica 
intestinale; il latte di asina presenta elementi bioattivi capaci di proteggere direttamente 
l’organismo attaccando patogeni e indirettamente potenziando il sistema immunitario; il latte di 
asina avrebbe un ruolo nei processi di osteogenesi (Wolter, 1996); i neonati alimentati con latte 
d’asina tendono a sviluppare un sistema immunitario completo e normale (Chiarelli, 2001). 
Oltre ad essere un ottimo sostituto del latte materno, il latte di asina costituisce l’alimento di 
elezione per la cura di APLV (Allergie Alle Proteine del Latte Vaccino) e PA (Poliallergie 
Alimentari). L’APLV coinvolge ogni anno fra il 2% e il 7% della popolazione nazionale di cui 
circa 15000 neonati (Iacono G., 2005). Le condizioni di APLV o di PA si presentano spesso con 
rigurgito, vomito, diarrea, dermatite, ritardo di crescita, rifiuto dell’alimento, asma, shock, e con 
un sintomo che solo di recente è stato correlato con l’allergia alimentare e con l’APLV in 
particolare cioè la stipsi. La stipsi è causa del 25% di tutti gli accessi presso gli ambulatori di 
gastroenterologia pediatrica; nel 90% si tratta di stipsi funzionali, nel 10% di stipsi organiche: le 
stipsi funzionali sono da attribuire a cause dietetiche e psicologiche mentre le forme organiche 
sono determinate da patologie neurologiche anatomiche, endocrine e metaboliche. Una forma 
particolare di stipsi è quella su base allergica, infatti negli ultimi anni il sintomo stipsi cronica è 
stato compreso tra i sintomi altamente suggestivi di APLV in età pediatrica. In questi bambini è 
facile riscontrare elevati livelli di IgE specifiche, l’infiltrato eosinofilo della mucosa rettale e un 
rallentamento del transito intestinale. Nelle APLV è quasi peculiare il fatto che i sintomi 
possono essere di intensità e tipo variabili nel tempo (patomorfosi) anche nello stesso soggetto: 
ad esempio, episodi di vomito saltuario nelle fasi iniziali possono scomparire per essere 
sostituiti da stipsi ostinata, o da broncospasmo. A causa di ciò sono frequenti le difficoltà 
diagnostiche all’esordio e nel follow-up. Il cardine terapeutico dell’APLV è rappresentato dalla 
totale eliminazione dalla dieta del bambino delle proteine del latte vaccino; qualora il bambino 
sia allattato esclusivamente al seno, l’eliminazione delle proteine del latte vaccino dalla dieta 
della madre conduce generalmente a una remissione dei sintomi allergici. Nel latte materno è 
stata dimostrata infatti la presenza di tracce di proteine del latte vaccino nel caso in cui questa 
segua una dieta libera. Nel caso in cui il latte materno sia indisponibile o insufficiente, si rende 
necessaria la scelta di una formula alternativa, che dovrebbe idealmente possedere 
caratteristiche di: ipo- o anallergenicità, non cross-reattività con il latte vaccino, adeguatezza 
nutrizionale, palatabilità e costo contenuto. Attualmente vengono utilizzati gli idrolisati 
estensivi delle proteine del latte vaccino, delle formule a base di amminoacidi e formule a base 
di proteine intere di soia; i risultati sono a volte alterni: è frequente il rifiuto per il gusto poco 
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gradito, i costi gestionali elevati ed il pericolo persistente di manifestazioni allergiche anche 
verso questi alimenti ritenuti sicuri. Per quanto riguarda il latte di altri mammiferi, il latte di 
bufala ha mostrato un’ampia cross-reattività in vitro con il latte vaccino, così come il latte di 
capra e il latte di pecora. Il latte di cavalla è stato oggetto di uno studio in vitro e in vivo 
eseguito su 25 bambini con APLV IgE-mediata ed è stata riscontrata una minima cross-reattività 
in vitro tra latte di cavalla e latte vaccino e 24 dei 25 bambini hanno mostrato di tollerarlo 
clinicamente. Questo tipo di latte presenta tuttavia come principale inconveniente la grande 
difficoltà di approvvigionamento in Europa. Il latte di asina è più facilmente reperibile in Italia; 
alcuni studi hanno dimostrato che questo latte, produzione di origine animale con le 
caratteristiche composizionali e organolettiche più vicine al latte materno, può costituire 
l’alimento di elezione in bambini con allergie alimentari nei primi mesi di vita, spesso refrattarie 
ad altri trattamenti, consentendo allo stesso tempo al piccolo paziente la formazione di un 
normale e completo sistema immunitario. Inoltre, rispetto ai se pur validi sostituti industriali del 
latte materno, l’uso di un prodotto naturale come il latte di asina presenta dei vantaggi: l’elevato 
contenuto di lisozima, efficace batteriostatico, può svolgere una funzione di regolazione sulla 
microflora intestinale e sulle fermentazioni intestinali del lattante, inoltre, rispetto agli alimenti 
sostitutivi in polvere, le caratteristiche organolettiche del latte d’asina sono senz’altro più 
gradevoli e stimolanti per il gusto. 
ALIMENTAZIONE GERIATRICA 
Il latte d’asina è già da tempo riconosciuto efficace trattamento terapeutico delle allergie e 
poliallergie alimentari in età pediatrica. Tuttavia, i più recenti studi sulla composizione quali-
quantitativa del suddetto alimento, soprattutto riguardo alla composizione ottimale dei grassi 
(basso contenuto di acidi grassi saturi ed elevato contenuto di insaturi 3), oligoelementi, 
probiotici, fattori di crescita e di rilascio ormonale, nonché di contenuto calorico limitato, fanno 
si che il suo impiego possa risultare molto interessante nell’alimentazione dell’anziano. Il 
consumo di latte vaccino e derivati in età adulta si riduce fortemente anche a causa di disturbi 
gastro-intestinali e, sebbene la causa più frequente si ritenga risieda in un deficit quantitativo 
dell’enzima lattasi deputato alla digestione del lattosio, la presenza di un’allergia alle proteine 
del latte vaccino in questi soggetti non può essere esclusa. E’ noto che uno dei principali fattori 
che favoriscono l’osteoporosi è una dieta carente di prodotti contenenti calcio e dunque povera 
soprattutto in latte e formaggi, che dovrebbero quindi essere maggiormente presenti nella dieta. 
Gli eventi cardiovascolari rappresentano la prima causa di morte del mondo occidentale: la 
degenerazione aterosclerotica dei vasi rappresenta il corrispettivo fisiopatologico principale di 
tali eventi e vede nella dieta ipercalorica e ricca in grassi saturi la causa più importante. 
Alimenti ricchi di grassi insaturi ad effetto protettivo, ma anche a basso contenuto calorico, 
come il latte d’asina, rappresentano i capisaldi del controllo dietetico della progressione della 
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malattia aterosclerotica. Diversi studi hanno dimostrato come il latte di asina sia un alimento a 
basso contenuto calorico, caratterizzato da un basso contenuto di acidi grassi saturi con un 
elevato tenore di poli-insaturi, che lo rendono di grande utilità nella prevenzione delle malattie 
cardiovascolari, autoimmuni e infiammatorie. 
DERMOCOSMESI 
Un buon dermo-cosmetico deve detergere, idratare la cute e per quanto possibile offrire 
un’azione antiossidante. Il latte si presenta per la sua composizione (componente grassa più 
componente acquosa) capace di assolvere queste funzioni. Il latte d’asina per le componenti fin 
qui ampiamente citate, deterge e in maniera più efficace idrata, rendendo la cute morbida ed 
elastica; inoltre si presenta capace di fornire un’azione antiossidante. I preziosi acidi grassi 
riescono a ripristinare e proteggere le membrane della cellule cutanee, il complesso 
multivitaminico (A,B,C,E) blocca e allontana i cataboliti del metabolismo cellulare e avvia 
un’azione epitelioprotettrice; il lisozima si presenta in questo caso come attenuatore degli stati 
flogistici della cute e del cuoio capelluto (Cotte, 1991). Al fine di esaltare le capacità detergenti 
e idratanti, la cosmetica ha realizzato formulazioni quali saponi e creme, tuttavia il modo per 
beneficiare a pieno di queste proprietà è quello di utilizzare il latte d’asina tal quale, in quanto 
processi fisici, chimici e meccanici, possono alterarlo. 
DIETA GIORNALIERA 
Il latte di asina è usato, in quanto tale, nella comune dieta giornaliera, soprattutto nei soggetti a 
regime dietetico controllato, negli sportivi e come già accennato nei soggetti anziani, dato il suo 
ridotto contenuto lipidico. 
 GIURISPRUDENZA 
 
La vendita diretta dal produttore al consumatore finale del latte crudo di tutte le specie, non è 
disciplinata dalla normativa comunitaria. (Albertini).  
L'unica norma che si riferisce esplicitamente al consumo di latte d'asina è il Regio Decreto 9 
Maggio 1929, n°994, che si occupa di questo prodotto agli art. 15 e 43.  
Art. 15: "Per latte alimentare deve intendersi il prodotto ottenuto dalla mungitura regolare, 
ininterrotta e completa della mammella di animali in buono stato di salute e di nutrizione. Con 
la sola parola "latte" deve intendersi il latte proveniente dalla vacca. Il latte di altri animali deve 
portare la denominazione della specie cui appartiene l'animale che lo fornisce, cosi' per esempio 
"latte di capra", "latte d'asina", ecc.". 
Art. 43: "I comuni nei quali viene esercitata la vendita diretta del latte d'asina o di pecora, 
devono stabilire apposite norme nei regolamenti locali d'igiene per disciplinare la produzione e 
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il commercio di detto latte". Il latte d'asina, come quello vaccino, può essere venduto 
direttamente dal produttore al consumatore o compravenduto tra produttore ed industria.  Per 
quanto riguarda la vendita in azienda, può essere svolta con l'autorizzazione dell'Azienda 
Sanitaria Locale ai sensi della legge 30 Aprile 1962, n. 283, sempre che il comune non voglia 
avvalersi dell'art. 43 del R.D. 994/29, stabilendo ulteriori norme nel regolamento locale d'igiene. 
I locali adibiti alla conservazione ed alla vendita del latte d'asina dovranno essere:  
• costruiti in modo tale da garantire facile ed adeguata pulizia;  
• sufficientemente ampi;  
• razionali sotto il profilo igienico-sanitario;  
• dotati di pareti e pavimenti lavabili e disinfettabili;  
• muniti di dispositivi contro gli insetti ed i roditori;  
• adibiti all'esclusivo uso per cui sono destinati;  
• dovranno essere utilizzate attrezzature idonee sotto il profilo igienico-sanitario e 
costruiti in modo da consentire la facile e completa pulizia;  
• dovranno essere utilizzate attrezzature per la refrigerazione;  
• gli impianti dovranno essere forniti di acqua potabile;  
• dovranno esserci servizi sanitari non comunicanti direttamente con i locali di 
lavorazione. 
Per verificare i requisiti igienico-sanitari e merceologici dell'alimento, si dovrà applicare il 
sistema di autocontrollo, ai sensi del D.L. del 26 Maggio 1997, n.155. 
Se il latte d'asina viene emesso sotto la qualifica di "alimento per lattanti", "alimento di 
proseguimento" o "alimento ai fini medici speciali", si dovranno seguire le indicazioni del D.L. 
27 Gennaio 1992, n. 111 (http://www.lattediasina.it/normativa.htm). Se trovasse applicazione la 
proposta modificata di regolamento del Parlamento Europeo e del Consiglio n. 2000/0179 
(COD) del 27 Gennaio 2003, si avrebbe una normativa aggiornata e specifica per la produzione 
di latte ottenuto da specie diverse.  
 
Secondo questa normativa gli animali lattiferi, tra cui l'asino, dovranno essere:  
• controllati per la brucellosi;  
• non affetti da infezioni del tratto genitale con gonorrea, enteriti;  
• non affetti da diarrea accompagnata da febbre o infiammazioni individuabili nella mammella;  
• non affetti da ulcerazioni della mammella;  
• non sottoposti a trattamenti con sostanze potenzialmente pericolose per la salute umana, 
suscettibili di trasmettersi al latte. 
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Per ora si può applicare il Regolamento (CE) 178/2002 del 28 Gennaio 2002 che stabilisce i 
principi e i requisiti per la legislazione alimentare. Si può inoltre fare riferimento al cosiddetto 
"pacchetto igiene" contenete i tre Regolamenti comunitari (852, 853, 854), che si occupa di 
igiene, sicurezza e controlli ufficiali degli alimenti di origine animale.   
Rispetto alla Direttiva n. 46/1992 CE, recepita in Italia con il D.P.R. n. 56/97, le specie animali 
produttrici di latte (bovina, bufalina, ovina e caprina), sono sostituite dall'indicazione "animali 
di allevamento" che si trovano in un'azienda che svolge il ruolo di "stabilimento". 
Il capitolo II dell'allegato III si occupa di "Igiene nelle aziende produttrici di latte". 
Il capitolo III dell'allegato III si occupa invece, di latte crudo e future norme specifiche. (Conte 
F., 2004). 
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TOXOPLASMOSI NELL’ASINO 
 
L’asino (Equus asinus) è uno dei più antichi animali domestici usati come animali da lavoro e 
come produttori di carne e latte per il consumo umano. Negli ultimi anni, in molti paesi europei 
tra cui l’Italia è accresciuto l’interesse per gli asini a causa del loro uso come animali da 
compagnia, per l’onoterapia e per la riscoperta delle altissime qualità del latte d’asina. Si sa 
poco riguardo all’infezione da Toxoplasma gondii  in questa specie, e questo ha portato alcuni 
autori ad effettuare studi per indagare la sieroprevalenza di Toxoplasma gondii negli asini. Nel 
1998 El-Ghaysh ha condotto uno studio su 121 asini in Egitto e ha ricercato anticorpi anti 
Toxoplasma gondii nel siero di questi animali mediante tecnica ELISA e sono risultati positivi il 
65,6% dei soggetti. Per quanto riguarda l’Europa, Garcia-Bocanegra et al. nel 2012 hanno 
pubblicato uno studio effettuato su 616 equidi (454 cavalli, 80 muli e 82 asini) appartenenti a 
420 allevamenti in Andalusia (Spagna meridionale), con lo scopo di ricercare nel siero di questi 
animali anticorpi nei confronti di questo parassita mediante test di agglutinazione modificato 
(MAT). Notevoli differenze di sieroprevalenza sono state osservate tra le specie, con un più alto 
tasso (25,6%) negli asini rispetto ai cavalli (10,8%) e, secondo gli autori, questo potrebbe essere 
spiegato dal fatto che gli asini spesso sono tenuti liberi e hanno quindi più possibilità di avere 
contatto con gatti o con ambiente contaminato da oocisti. Nel 2013 sono stati pubblicati 
numerosi studi sulla sieroprevalenza di T. gondii negli asini. Yang et al. (2013) nella Cina 
nordorientale hanno rilevato una sieroprevalenza del 23,6% con test di agglutinazione 
modificato (MAT) e Miao et al. (2013) nella Cina sudoccidentale del 20,3% con test di 
emoagglutinazione indiretta. Nel Nord-Est del Brasile Oliveira et al. (2013) hanno ricercato 
anticorpi nel siero di 395 muli e 88 asini utilizzando la reazione di immunofluorescenza 
indiretta riscontrando una positività in 94 dei 395 muli (23,8%) e in 38 degli 88 asini (43,2%). 
Nel presente studio gli autori hanno evidenziato come l’origine degli animali possa essere un 
fattore importante, in quanto, l’80% degli animali sieropositivi provenivano da aree urbane e 
periurbane, con maggiore possibilità quindi di venire in contatto con le feci degli ospiti 
definitivi. Prevalenza nettamente inferiore è stata rilevata da Dubey et al. (2013) negli Stati 
Uniti che, utilizzando il test di emoagglutinazione modificato, hanno riscontrato positività in 24 
dei 373 asini testati (6,4%). Un risultato simile a quest’ultimo è stato ottenuto da Machacova et 
al. (2013) che hanno ricercato anticorpi nei confronti di T. gondii in 238 asini in Italia 
utilizzando due metodiche sierologiche: test di agglutinazione al lattice e test di 
immunofluorescenza indiretta, registrando una sieropositività del 5% e del 8% rispettivamente. I 
risultati degli esami sierologici sono stati poi messi in relazione con il sesso, l’età, la razza, l’uso 
e i fattori di rischio come indicati nella tabella sottostante. Si può notare che la sieropositività 
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aumenta con l’età, è maggiore nelle femmine (9%) rispetto ai maschi (3%) ed è influenzata dal 
tempo trascorso al pascolo, che solitamente è maggiore per le femmine. Anche se dal presente 
studio la sieroprevalenza nell’asino è risultata relativamente bassa, il rischio di trasmissione 
all’uomo non può essere sottovalutata, essendo comunque un animale produttore di alimenti. 
 
Factors associated with seropositivity to Toxoplasma gondii by univariate analysis in donkeys 
from southern Italy. (Machacova et al., 2013) 
Variables 
 
No. tested Positive in 
LAT (%) 
Positive in 
IFAT (%) 
Gender    
     Female  207 12 (6%) 18 (9%) 
     Male 31 0 1 (3%) 
Age categories    
    < 1 year 32 0 2 (6%) 
    1 – 4 years  44 2 (5%) 3 (7%) 
    5 – 9 years 60  5 (8%) 3 (5%) 
    ≥ 10 years 102 5 (5%) 11 (11%) 
Breed    
     Crossbreeds 110  7 (6%) 10 (9%) 
     Martina-Franca 53  2 (4%) 5 (9%) 
     Amiata 46  2 (4%) 3 (7%) 
     Sicilian-Grey 14  1 (7%) 1 (7%) 
     Ragusano 8 0 0 
     Sardinian 7 0 0 
Use    
     Milk 183  9 (5%) 16 (9%) 
     Pet 27  3 (11%) 2 (7%) 
     Meat 16  0 1 (6%) 
     Breeding 12 0 0 
Cats on farms    
      Yes 166  8 (5%) 14 (8%) 
      No 72  4 (6%) 5 (7%) 
Access of cats to feed    
      Yes 141 8 (6%) 12 (9%) 
      No 97  4 (4%) 7 (7%) 
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Domestic ruminants on farms    
      Yes 160  6 (4%) 12 (8%) 
      No 78  6 (8%) 7 (9%) 
Grazing whole year    
     Yes 187  9 (5%) 16 (9%) 
     No 51  3 (6%) 3 (6%) 
Donkey herd size    
    > 20 animals 196 9 (5%) 17 (9%) 
    ≤ 20 animals 42  3 (7%) 2 (5%) 
 
22 
SCOPO DELLA TESI 
 
La Toxoplasmosi è una zoonosi sostenuta da Toxoplasma gondii, protozoo con distribuzione 
cosmopolita. Le conoscenze sulle possibili vie di infezione in una data popolazione è un pre-
requisito per lo sviluppo di strategie efficaci da parte delle autorità di Sanità Pubblica per la 
prevenzione delle infezioni in gruppi a rischio, come le donne non immuni in gravidanza ed i 
pazienti immunocompromessi. Tra le possibili vie di trasmissione per l’uomo occorre non 
sottovalutare l’ingestione di latte contente tachizoiti, in quanto la toxoplasmosi acuta in esseri 
umani è stata associata al consumo di latte di capra crudo; infatti considerando questa possibile 
fonte di infezione altamente rilevante sulla salute pubblica sono stati effettuati degli studi per 
rilevare la presenza di DNA di T. gondii tramite PCR in campioni di latte di pecore, di capre, di 
bufale, di bovine e di cammelle e questi studi concordano nell’affermare come il latte, se 
consumato crudo, è una potenziale fonte di infezione per l’uomo. Negli ultimi anni è accresciuto 
l’interesse per il latte di asina in quanto, oltre ad essere una valida alternativa alimentare 
naturale per i neonati che non possono disporre di latte materno (orfani o carenza/assenza di 
latte), avendo una composizione simile al latte di donna, costituisce l’alimento di elezione per la 
cura di APLV (Allergie Alle Proteine del Latte Vaccino) e PA (Poliallergie Alimentari). Inoltre 
può trovare impiego nella alimentazione geriatrica, nella dermocosmesi e infine nella dieta 
giornaliera. Uno screening sierologico per la ricerca di anticorpi verso T. gondii in questa specie 
animale, effettuato in vari paesi, ha rilevato una prevalenza che varia dal 5% al 65,6%, 
mostrando come l’infezione di questa specie animale si verifichi con una frequenza non 
trascurabile. E’ proprio da questa possibilità e dalla mancanza di studi sul latte di asina come 
potenziale fonte di infezione da T. gondii, che nasce questo studio che ha lo scopo di 
determinare la sieroprevalenza di anticorpi specifici nell’asino in Toscana, ricercare DNA del 
parassita nel sangue e nel latte degli animali sieropositivi, come indicazione del rischio di 
escrezione del protozoo attraverso il latte e, infine, genotipizzare il DNA parassitario così 
ottenuto, tenendo conto della scarsità di dati concernenti l’epidemiologia di questo parassita in 
Italia. 
 
 
 
 
 
23 
MATERIALI E METODI 
 
Lo studio è stato condotto nel periodo che va dal 1 ottobre 2012 al 12 aprile 2013 su un totale di 
44 asine, di razza Amiatina, provenienti da un allevamento di Grosseto in Toscana, con un 
sistema di allevamento di tipo intensivo a stabulazione libera con zona di riposo coperta per le 
femmine in produzione, mentre è di tipo semi-estensivo con utilizzo del pascolo integrato con 
fieno a volontà e presenza di ripari per le asine in asciutta e per i puledri. Gli animali, di età 
compresa tra i 6 e i 14 anni, si presentavano in buona salute all’esame obiettivo generale. 
Da ciascun animale sono stati prelevati 50 ml di latte e circa 10 ml di sangue; questi ultimi sono 
stati messi in provette con e senza EDTA. 
Esame sierologico 
Dai campioni di sangue senza anticoagulante si sotto ottenuti i sieri, nei quali si è ricercata la 
presenza di anticorpi specifici utilizzando come tecnica l’immunofluorescenza indiretta (IFI), a 
partire da diluizioni 1:10 fino alla determinazione del titolo definito. 
Estrazione del DNA da sangue e amplificazione mediante Nested PCR 
Una volta noti i risultati dell’esame sierologico si è preso il sangue con EDTA delle asine 
risultate sieropositive, per procedere all’estrazione del DNA con kit di estrazione DNeasy Blood 
&Tissue della  Qiagen, secondo le istruzioni del produttore. Il DNA estratto è stato poi 
sottoposto a Nested PCR rivolta verso il gene B1 di T. gondii seguendo il protocollo di Jones et 
al. (2000). 
Estrazione del DNA da latte e amplificazione mediante Nested PCR 
Il latte delle asine sieropositive è stato sottoposto ad estrazione del DNA, adottando degli 
accorgimenti dovuti sia al fatto che il latte contiene piccole quantità di cellule nucleate rispetto 
al sangue intero, sia perche la caseina e gli ioni calcio possono inibire le reazioni di 
amplificazione (Murphy, 2002). Quindi il campione di latte viene centrifugato a 3000 rpm x 30 
minuti, si elimina il surnatante, si aggiungono 0,5 mM di EDTA e 10mM di TE buffer per far 
precipitare la caseina e chelare gli ioni calcio, si centrifuga e si prendono 200 microlitri di 
soluzione e si utilizza per l’estrazione del DNA il solito kit usato per il sangue (DNeasy Blood 
&Tissue della Qiagen), ma seguendo il protocollo per i tessuti. Il DNA estratto è stato poi 
sottoposto, così come per il sangue, a Nested PCR rivolta verso il gene B1 di T. gondii 
seguendo il protocollo di Jones et al. (2000). 
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Caratterizzazione genetica di T.gondii isolati 
I campioni di sangue e di latte risultati positivi per T. gondii per il gene B1, sono stati 
amplificati con Nested-PCR per i seguenti marker: SAG1, 3’-SAG2, 5’-SAG2,  alt.SAG2, 
SAG3, BTUB, C22-8, C29-2, GRA6, L358, PK1 ed Apico e quindi sottoposti a digestione 
enzimatica con enzimi di restrizione (RFLP) per stabilire il genotipo di appartenenza, seguendo 
il protocollo di Su et al.(2009). Nella corsa su gel sono stati usati come riferimento i tre ceppi 
che sono: Rh (per il tipo I), M49 (per il tipo II) e C56 (per il tipo III). 
Le asine che sono risultate positive alla PCR nella ricerca del parassita nel latte, sono state 
sottoposte ad altri due prelievi e i campioni sono stati indagati con le stesse metodiche, per 
valutare la durata dell’escrezione del DNA.
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RISULTATI 
 
Prevalenza sierologica 
Con la tecnica di IFI sono risultati positivi per T.gondii i sieri di 11 delle 44 asine indagate (25 
%) con titoli che vanno da 1:20 a 1:160 come mostrato in tabella 1. 
                  Tabella 1. 
Data prelievo N° asina Risultato IFI 
1 ottobre 2012 1 Negativo 
1 ottobre 2012 2 Negativo 
1 ottobre 2012 3 Negativo 
11 ottobre 2012 4 Negativo 
11 ottobre 2012 5 Negativo 
11 ottobre 2012 6 Negativo 
11 ottobre 2012 7 Negativo 
11 ottobre 2012 8 Negativo 
11 ottobre 2012 9 Negativo 
11 ottobre 2012 10 Negativo 
11 ottobre 2012 11 Negativo 
22 novembre 2012 12 Negativo 
22 novembre 2012 13 Negativo 
22 novembre 2012 14 Negativo 
22 novembre 2012 15 Negativo 
22 novembre 2012 16 Negativo 
22 novembre 2012 17 Negativo 
22 novembre 2012 18 Negativo 
22 novembre 2012 19 Negativo 
22 novembre 2012 20 Negativo 
22 novembre 2012 21 Negativo 
14 dicembre 2012 22 Negativo 
14 dicembre 2012 23 Negativo 
14 dicembre 2012 24 Negativo 
14 dicembre 2012 25 Negativo 
14 dicembre 2012 26 Negativo 
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28 gennaio 2013 27 1:40 
28 gennaio 2013 28 Negativo 
28 gennaio 2013 29 Negativo 
28 gennaio 2013 30 1:160 
28 gennaio 2013 31 1:40 
28 febbraio 2013 32 1:160 
28 febbraio 2013 33 1:80 
28 febbraio 2013 34 1:20 
28 febbraio 2013 35 Negativo 
28 febbraio 2013 36 Negativo 
28 febbraio 2013 37 1:20 
28 febbraio 2013 38 Negativo 
28 febbraio 2013 39 1:20 
28 febbraio 2013 40 1:20 
28 febbraio 2013 41 1:40 
14 aprile 2013 42 Negativo 
14 aprile 2013 43 1:20 
14 aprile 2013 44 Negativo 
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Esame molecolare per rilevare DNA di T. gondii nel sangue e nel latte 
Analizzando il sangue e il latte delle 11 asine sieropositive, il DNA di T. gondii è stato rilevato 
mediante Nested PCR nel sangue di 6 animali e 3 di questi sono risultati positivi anche 
all’indagine sul latte, come mostrato in Tabella 2. 
           Tabella 2 
N° asina IFI PCR sangue PCR latte 
27 1:40 positiva positiva 
30 1:160 positiva positiva 
31 1:40 positiva positiva 
32 1:160 positiva negativa 
33 1:80 negativa negativa 
34 1:20 negativa negativa 
37 1:20 negativa negativa 
39 1:20 positiva negativa 
40 1:20 negativa negativa 
41 1:40 positiva negativa 
43 1:20 negativa negativa 
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Le asine che risultavano positive alla PCR nel latte sono state sottoposte ad altri due prelievi di 
sangue e di latte e i risultati sono illustrati in tabella 3. 
Tabella 3 
ASINA 27 
28-01-2013 12-02-2013 28-02-2013 
IFI 1:40 1:80 1:160 
PCR SANGUE positivo positivo positivo 
PCR LATTE positivo positivo negativo 
 
ASINA 30 
28-01-2013 12-02-2013 28-02-2013 
IFI 1:160 1:80 1:80 
PCR SANGUE positivo negativo negativo 
PCR LATTE positivo negativo negativo 
 
ASINA 31 
28-01-2013 17-02-2013 28-02-2013 
IFI 1:40 1:40 1:20 
PCR SANGUE positivo positivo negativo 
PCR LATTE positivo positivo negativo 
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Caratterizzazione genetica di T.gondii isolati 
La genotipizzazione del DNA parassitario isolato ha rivelato la presenza di genotipo III da 5 
campioni e di genotipo II da 1 campione, come mostrato in tabella 4. 
Tabella 4 
 Asina 27 Asina 30 Asina 31 Asina 32 Asina 39 Asina 41 
SAG1   II III   
3'SAG2 III III II III III III 
5'SAG2 III III II   III 
alt.SAG2  III III  III III III 
SAG3 III III II III III  
ÂTUB  III  III   
C22-8 III III II    
C29-2 III III II III III III 
GRA6    III  III 
L358 III III     
PK1   II   III 
Apico III   III   
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Le infezioni da T. gondii sono ampiamente diffuse nell'uomo e negli animali in tutto il mondo 
(Jones at al., 2012). Le infezioni decorrono spesso in forma asintomatica nei soggetti 
immunocompetenti, ma la trasmissione verticale negli esseri umani può portare all’aborto, alla 
morte neonatale o ad anomalie fetali con grave coinvolgimento del sistema nervoso centrale con 
calcificazioni cerebrali e idrocefalo (Havelaar et al.,2007); nei bambini che sopravvivono alla 
infezione prenatale si può avere una significativa riduzione della qualità della vita con possibile 
insorgenza di sintomatologia tardiva, ad esempio corioretinite, epilessia, ritardo intellettivo, 
strabismo, sordità, durante l’infanzia o l’adolescenza. Negli individui immunocompromessi la 
toxoplasmosi può causare encefaliti, polmoniti anche mortali (Ajzenberg et al., 2009). La 
Toxoplasmosi disseminata può anche complicare i trapianti d’organo o di midollo osseo: ci 
possono essere problemi quando viene trapiantato un organo da un donatore infetto a un 
ricevente suscettibile oppure alla riattivazione di un’infezione latente di un ricevente dovuta a 
un trattamento immunosoppressivo. La toxoplasmosi acuta in esseri umani è stata associata al 
consumo di latte di capra crudo (Riemann et al., 1975; Sacks et al., 1982; Skinner et al., 1990), 
ma qualsiasi tipo di latte è potenzialmente fonte di infezione se consumato crudo. Nel corso 
degli ultimi cinque decenni, gli asini autoctoni italiani (Equus asinus) hanno sofferto di una 
grave riduzione della dimensione della popolazione, che ha portato all'estinzione di sei razze 
(Kugler et al., 2008). Allo stato attuale ritroviamo in Italia 9 razze tutte classificate dalla FAO 
come a rischio di estinzione; queste includono l’ Asino Amiatino , l’Asino Argentato di 
Sologno, l’ Asino dell'Asinara, l’Asino di Martina Franca , l’Asino di Pantelleria ,l’ Asino 
Ragusano, l’ Asino Romagnolo, l’ Asino Sardo e l’Asino Grigio Siciliano. Di conseguenza, le 
istituzioni pubbliche italiane e le associazioni di allevatori privati, hanno fatto notevoli sforzi 
per preservare le razze autoctone ancora esistenti promuovendo l'uso di tutte le rimanenti razze 
italiane di asini in attività ricreative (agriturismo, trekking) e onoterapia (soprattutto con 
bambini), così come nella produzione di carne ( salumi , spezzatino ) e di latte ( industria 
cosmetica , nutrizione umana) (Milonis et al., 2011) . La composizione del latte d'asina è il più 
vicino al latte di donna (relativamente povera di proteine e grassi ma ricco di lattosio) e può 
essere usato come un possibile sostituto per neonati, bambini e adulti con allergia IgE mediata 
al latte vaccino. Il latte d'asina è consigliato anche come aiuto nella prevenzione di aterosclerosi 
(Tafaro et al., 2007) e nella terapia del tumore (Mao et al., 2009) . In Italia , gli agricoltori sono 
tenuti a seguire buone pratiche igieniche, ma non ci sono regole specifiche per l'allevamento 
dell’asino e la produzione di latte. Secondo la legislazione europea esistente (reg. CE 853/2004 
e 1662/2006 ), il latte crudo di qualsiasi specie può essere venduto subito dopo la mungitura e 
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direttamente dal produttore al consumatore ,o da un venditore di latte locale, che a sua volta è il 
fornitore, al consumatore finale, senza alcun trattamento termico tranne refrigerazione tra 0 e 4 
°C (Salimei et al., 2010) . Dato che, recentemente, il latte d'asina è sempre più apprezzato per le 
sue qualità nutritive, conoscenze sulla sicurezza, qualità e igiene del latte può diventare di 
cruciale importanza per alcune categorie di consumatori (soggetti immunocompromessi , 
anziani, convalescenti, bambini con allergia al latte di mucca , o neonati quando l'allattamento al 
seno non è possibile). Recentemente, la presenza e la vitalità di T. gondii sono state rilevate nel 
latte crudo di pecore, di capre, di bufale, di bovine e di cammelle.  
In questo studio, anticorpi contro T. gondii sono stati trovati in 11 di 44 asini con titoli 
anticorpali di 1/160 ( n = 2 ) , 1/80 ( n = 1 ) , 1/40 ( n = 3 ) e 1/ 20 ( n = 5 ) . Il DNA di T. gondii 
è stato ritrovato nel sangue di 6 e nel latte di 3 asini sieropositivi ( di 8 , 11 e 14 anni , 
rispettivamente). Queste ultime 3 asine sono state sottoposte ad altri due prelievi di sangue e di 
latte per valutare la durata di escrezione del parassita e si è visto che il movimento anticorpale e 
la presenza di DNA in sangue e latte variava notevolmente tra i 3 animali. La asina 27 è passata 
da un titolo anticorpale di 1:40 ad un titolo di 1:160 a distanza di 1 mese mentre il DNA era 
presente nel sangue e nel latte ancora dopo 15 giorni e nel sangue dopo addirittura 1 mese. La 
asina 30 ha avuto invece un calo del titolo da 1:160 a 1:80 e dopo già 15 giorni non si è rilevato 
DNA né nel sangue né nel latte. Situazione ancora differente è stata ritrovata nella asina 31 che 
ha avuto un abbassamento del titolo da 1:40 a 1:20 ma una positività alla nested-PCR sia del 
sangue che del latte dopo 20 giorni, ma entrambi negativi al trentesimo giorno. Ovviamente 3 
casi sono veramente pochi per poter giungere a conclusioni, però possiamo affermare che in 
questo studio non si è notata una correlazione tra titolo anticorpale ed escrezione del parassita. 
Anche se non abbiamo avuto l'amplificazione di tutti i marcatori, i dati disponibili indicano la 
presenza del genotipo III ( n = 5) e II ( n = 1 ).  Per quel che ci risulta, questo è il primo studio 
di ricerca  di DNA di T. gondii in campioni di sangue e di latte di asini, di valutazione della 
durata di escrezione e la sua genotipizzazione in questa specie ospite. La sieroprevalenza di 
T.gondii nell’asino è risultata alta in molti studi: nel 1998 El-Ghaysh ha riscontrato in Egitto 
una sieroprevalenza del 65,6%, Garcia-Bocanegra et al. nel 2012 in Spagna del 25,6%, Yang et 
al. (2013) nella Cina nordorientale del 23,6% e Miao et al. (2013) nella Cina sudoccidentale del 
20,3% e, infine, nel Nord-Est del Brasile Oliveira et al. (2013) del 43,2%. Sieroprevalenze più 
basse sono state rilevate nel 2013 da Dubey et al. negli Stati Uniti (6,4%) e da Machacova et al. 
(2013) in Italia (5-8%). . Nel nostro studio, gli anticorpi verso il parassita sono stati trovati nel 
25 % dei campioni di siero delle asine testate ed è stato rilevato DNA nel 13,6 % e nel 6,8 % dei 
campioni di sangue e di latte, rispettivamente. Pertanto, una percentuale elevata (27,3%) delle 
asine sieropositive presentava DNA di T.gondii nel latte. L’infezione da T. gondii in asine in 
lattazione può provocare escrezione intermittente di T. gondii nel latte , come suggerito dai 
32 
risultati dei prelievi che sono stati ripetuti nelle asine che erano positive alla nested-PCR nel 
latte, e non sembra esserci correlazione tra movimento del titolo anticorpale e escrezione del 
parassita. Escrezione irregolare di DNA parassitario (e quindi forse anche di tachizoiti) è stato 
segnalato nella pecora naturalmente infetta (Camossi et al., 2011), in cui è stata formulata 
l’ipotesi che nel periodo del periparto tachizoiti si possano liberare dalle cisti e possano quindi 
essere escreti nel latte. Attualmente non si sa sotto quale forma infettante venga escreto T.gondii 
nel latte, ma si presume essere il tachizoita. Non abbiamo fatto alcun tentativo per stabilire se 
alla presenza del DNA corrispondeva la vitalità del parassita, ma in un recente studio effettuato 
in Iran, il 5,7 % dei campioni di latte crudo provenienti da bovini, ovini, caprini, bufali e 
cammelli allevamenti presentavano T. gondii vitale come evidenziato con la  prova biologica sui 
gatti (Dehkordi e al., 2013). Il consumo di latte crudo è stato epidemiologicamente collegato a 
toxoplasmosi clinica negli esseri umani , a volte con gravi conseguenze. Ulteriori studi sono 
necessari per determinare la vitalità di T.gondii nel latte e le sue modalità di escrezione. I 
risultati del presente studio, così come quelli degli altri sopracitati, suggeriscono la possibilità di 
trasmissione della toxoplasmosi all'uomo attraverso il consumo di latte crudo non solo di capra, 
ma anche delle altre specie animali. Questo dato riveste particolare importanza in particolar 
modo per il latte delle specie animali che viene consumato crudo. 
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